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Urinary biomarkers TIMP-2 and IGFBP7 early predict acute kidney injury after major surgery 
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JA, Bein T (2015) Urinary biomarkers TIMP-2 and IGFBP7 early predict acute kidney injury 
after major surgery. PLoS One 10(3):e0120863 
 
Titel der Studie 
Die Urin-Biomarker TIMP-2 und IGFBP7 ermöglichen nach großen Operationen die 
frühzeitige Erkennung einer akuten Nierenschädigung 
 
Ziel 
Untersuchung der möglichen Früherkennung einer akuten Nierenschädigung (Acute Kidney 
Injury; AKI) mit den Urin-Biomarkern IGFBP7 (Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 




 Eine postoperative AKI geht mit einem Anstieg der Kurz- und Langzeitmortalität einher. Die 
Verwendung von IGFBP7 und TIMP-2 zur Früherkennung von zellulären 
Nierenschädigungen und eine damit mögliche frühzeitige Einleitung der nierenprotektiven 
Therapiemaßnahmen könnte ein neues Konzept zur Evaluation der Nierenfunktion darstellen.  
 
Methode 
 In dieser prospektiven Studie wurde bei chirurgischen Patienten mit einem hohen Risiko für 
AKI der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Wert im Urin gemessen. Ein vorgegebener Grenzwert von 
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(TIMP-2)*(IGFBP7) > 0,3 wurde zur Bewertung der diagnostischen Genauigkeit verwendet. 
Es wurden perioperative Charakteristiken untersucht, ROC-Analysen durchgeführt und 




107 Patienten wurden in die Studie aufgenommen; 45 dieser Patienten (42 %) entwickelten 
eine AKI. Die höchsten Medianwerte der Biomarker wurden in septischen und 
transplantierten Patienten sowie nach Lebereingriffen festgestellt (1,24 vs. 0,45 vs. 0,47 
ng/l
2
/1000). Die Fläche unter der Kurve (AUC) lag bei 0,85 für das Risiko einer AKI, bei 0,83 
für die frühzeitige Durchführung einer Nierenersatztherapie (NET) und bei 0,77 für die 28-
Tage-Mortalität. In einem multivariaten Modell mit bekannten perioperativen Risikofaktoren 
war der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Test der stärkste Prädiktor für eine AKI und verbesserte die 
Risikobewertung signifikant (p < 0,001).  
 
Schlussfolgerung 
Die Bestimmung der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Werte im Urin führte nach großen nicht-
kardiochirurgischen Eingriffen zu einer Früherkennung von Patienten mit AKI-Risiko. 
Aufgrund der schnellen Reaktionszeit des Tests steht ein größeres Zeitfenster für 
Interventionen zur AKI-Prävention zur Verfügung.  
 






Die akute Nierenschädigung ( acute kidney injury; AKI ) ist ein klinisches Syndrom, 
charakterisiert durch eine abrupte – sich innerhalb von Stunden bis Tagen entwickelnde – 
Abnahme der Nierenfunktion [1]. Insbesondere bei Intensivpatienten ist die AKI-Inzidenz mit 
etwa 30% sehr hoch [2]. Bei chirurgischen Patienten ist AKI eine der häufigsten 
postoperativen Komplikationen und ist mit einem Anstieg der Mortalität im Krankenhaus und 
einem – über einen Zeitraum von bis zu 15 Jahren nach der Operation – verringerten 
Überleben verbunden [3-7]. Aktuelle Studien zeigen eine höhere Rate an 
Krankenhauskomplikationen bei  Patienten mit akuter Nierenschädigung als für Patienten mit 
akutem Myokardinfarkt [8]. Aus ökonomischer Sicht ist die akute Nierenschädigung mit 
längerer Verweildauer im Krankenhaus, verlängerter intensivmedizinischer Betreuung und 
deutlich erhöhten Behandlungskosten verbunden [9].  
 
Zahlreiche nicht-renale Faktoren, wie Muskelmasse, Volumenverschiebung und Hydrierung 
des Patienten, beeinflussen die Kreatinin-Konzentration – den Goldstandardmarker für AKI - 
und tragen zu einer erheblichen Verzögerung der Diagnosestellung bei. Somit werden die 
aktuellen Interventionen zur Prävention bzw. zur Therapie einer AKI derzeit erst in einer 
späten Phase der bereits etablierten Schädigung eingeleitet, so dass der Nutzen begrenzt bleibt 
[10]. Auch deswegen gibt es trotz zahlreichen Therapieansätzen aktuell keine direkte 
Therapie für die akute Nierenschädigung. Der größte Nachteil des Kreatinins besteht aber 
darin, dass der Wert erst bei einem Abfall der Nierenfunktion um >50% ansteigt und somit 
weniger ausgeprägte Nierenschädigungen nicht anzeigt (s.g. Kreatinin-blinder Bereich) [11].  
 
Die Verwendung von strukturellen Biomarkern zur Früherkennung von zellulären 
Nierenschädigungen könnte ein neues Konzept zur Beurteilung der Nierenfunktion darstellen. 
Das von der ADQI-Gruppe entworfene Modell beschreibt die AKI als Kontinuum, basierend 
auf klassischen Funktionsmarkern (Kreatinin) und zusätzlichen Biomarkern für die 
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strukturelle Schädigung. Die zellulären  Biomarkern weisen auf direkte Schädigung der 
tubulären Zellen hin und liefern somit eine komplementäre Information zu den bisher 
eingesetzten funktionellen Markern wie Kreatinin, was eine frühere Diagnose der akuten 
Nierenschädigung zusammen mit frühzeitiger Initiierung der nierenprotektiven Maßnahmen 
und zukünftigen therapeutischen Interventionen ermöglichen könnte [12]. Aktuelle Studien 
haben gezeigt, dass ein akuter Tubuluszellstress oder Schaden oftmals das Primärereignis für 
eine sich entwickelnde akute renale Dysfunktion darstellt. Histologische Befunde 
verstorbener septischer Patienten zeigen die Assoziierung zwischen dem Ausmaß und 
Schweregrad der akuten tubulären Zellschädigung und einem höheren Risiko für die 
Einleitung einer Nierenersatztherapie [13]. 
 
Die Kombination von zwei neuartigen Zellzyklusarrest-Urin-Biomarkern – des Tissue 
Inhibitor of Metalloproteinase-2 und des Insulin-like Growth Factor-Binding Protein 7 
[(TIMP-2)*(IGFBP7)] – war in zwei multizentrischen Studien zur Erkennung des Risikos für 
mäßige und schwere AKI  bei kritisch kranken Patienten beschrieben und validiert worden. 
Die Biomarker wurden in den ersten 18 Stunden nach der Aufnahme auf die Intensivstation 
untersucht. Ein erhöhter [(TIMP-2)*(IGFBP7)] Wert war mit einem bis zu 7-fach höherem 
Risiko für eine mäßige und schwere AKI verbunden [14,15]. Sowohl TIMP2 als auch 
IGFBP7 sind Marker für zellulären Stress in der Frühphase tubulärer Zellschädigungen, die 
unterschiedlichste Auslöser haben können (Entzündungen, Ischämie, oxidativer Stress, 
Medikamente und Toxine) [16-18]. Dementsprechend sind beide Marker am Prozess des G1-
Zellzyklusarrest beteiligt, in dem die Zellen im Fall von drohendem DNA-Schäden an der 
Teilung gehindert werden, solange das Risiko/Schäden nicht behoben wurden [19]. Dabei ist 
wichtig, dass beide Biomarker auch „Alarmproteine“ (parakrin) für andere Zellen in der 
näheren Umgebung sind [20,21]. Mit diesen beiden Biomarkern wurde im Hinblick auf die 
AKI-Früherkennung eine bessere Prädiktion erzielt als mit anderen Biomarker wie NGAL 
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(AUC 0,64), KIM-1 (AUC 0,69), IL-18 (AUC 0,76), L-FABP (AUC 0,66) oder Cystatin C 
(AUC 0,63) [14]. Bei kardiochirurgischen Patienten dient der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Wert als 
empfindlicher Prädiktor für eine AKI und könnte unter Verwendung eines Grenzwerts von 0,5 
dazu beitragen, eine renale Erholung nach AKI vorherzusagen [22].  
 
Das Ziel unserer Studie war es, die Vorhersagekraft dieser Biomarker bei nicht-
kardiochirurgischen AKI-Risiko Patienten zu prüfen. Im Vergleich zu der Validierungsstudie 
wurden hier die Biomarker in einer sehr frühen postoperativen Phase gemessen. Darüber 
hinaus untersuchten wir das erste Mal die Funktion des (TIMP-2)*(IGFBP7)-Tests bei 
unterschiedlichen AKI-Schweregraden (mit oder ohne Stadium 1). Zur Risikostratifizierung 
erfassten wir neben den perioperativen renalen Risikofaktoren auch die bettseitigen klinischen 
Stressoren mit dem Ziel, die Risiko-Früherkennung durch diese Faktoren mit der 
Vorhersagekraft der Biomarker zu vergleichen. Schließlich untersuchten wir den 
Zusammenhang zwischen einem postoperativen Zellzyklusarrest in den Tubuluszellen und der 
28-Tages-Mortalität. 
 
 Für die Studie wurden 107 Patienten der interdisziplinären operativen Intensivstation (ITS) 
untersucht. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universität Regensburg 
genehmigt (13-101-0191). Eine schriftliche Einverständniserklärung wurde von allen 
Patienten oder von den nächsten Verwandten eingeholt. Eingeschlossen wurden alle Patienten 
ab 18 Jahren nach einem, großen nicht-kardiochirurgischen operativen Eingriff mit 
mindestens einem weiteren Risikofaktor für AKI – wie Trauma, Sepsis, kritischer Zustand, 
chronische Nierenerkrankung oder intraoperative intravenöse Gabe des 
Röntgenkontrastmittels. Kritischer Zustand war definiert als die Notwendigkeit einer 
medikamentösen Kreislaufunterstützung oder künstlichen Beatmung, zum Zeitpunkt der 
Aufnahme auf die Intensivstation. Patienten mit einer terminalen Niereninsuffizienz oder 
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einer bereits während der Zeit vor der Biomarkeruntersuchung entwickelten AKI waren 
ausgeschlossen. 
 
Nach der Aufnahme auf die Intensivstation wurden über den Blasenkatheter Urinproben zur 
Biomarkeruntersuchung entnommen. Der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Wert wurde mit Hilfe eines 
Immunoassay-Verfahrens ermittelt, das im Astute 140 Meter Kit (Astute Medical Inc., San 
Diego, CA, USA) enthalten ist. Alle (TIMP-2)*(IGFBP7)-Werte werden in der Einheit 
(ng/ml)
2 
/1000 angegeben. In Übereinstimmung mit der Validierungsstudie wurde für die 
Früherkennung einer AKI ein (TIMP-2)*(IGFBP7)-Grenzwert von > 0,3 verwendet [14]. 
Inzidenz und Schweregrad einer AKI wurden während der ersten 48 h nach der Aufnahme auf 
die Station erfasst [23].  Darüber hinaus wurden etablierte perioperative Risikofaktoren und 
Stressoren wie  der Simplified Acute Physiology Score II (SAPS-II) bei Aufnahme, Alter, 
Geschlecht, Gewicht (kg), Körpergröße (m), Kreatininwert und Noradrenalin-Dosis 
(µg/kg/min) bei Aufnahme auf die Intensivstation, der mittlere arterielle Druck (MAP), 
Hämoglobinwert (g/dl), kumulative Flüssigkeitsbilanz (ml/24 h) und die Diurese (ml/kg/h) 
zum Zeitpunkt der Biomarkeruntersuchung evaluiert.  
 
Der mittlere Zeitraum zwischen der Aufnahme auf der Intensivstation und der 
Biomarkeruntersuchung betrug 245 Minuten (SD 152). 45 Patienten (42%) entwickelten 
während der ersten 48 h ihres Aufenthalts auf der Intensivstation eine AKI, 24 Patienten 
(22%) hatten eine mäßige oder schwere AKI (Stadium 2 und 3), und 10 Patienten (9%) 
benötigten innerhalb der ersten 48 h nach Zuverlegung eine Nierenersatztherapie (NET). 8 
Patienten (8%) verstarben auf der Intensivstation, und 10 Patienten (9,3%) innerhalb der 
ersten 28 Tage nach der Operation. Nach Subgruppen unterteilt wurden folgende Ergebnisse 
ermittelt: 1 der 12 Patienten nach hepatobiliären Eingriffen entwickelte eine AKI, 6 der 14 
Transplantationspatienten, 4 der 13 onkochirurgischen Patienten, 16 der 33 Patienten mit 
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Gefäßeingriffen, 9 der 21 Patienten mit Polytrauma und 8 der 10 septischen Patienten. Der 
(TIMP-2)*(IGFBP7)-Medianwert bei Patienten ohne AKI lag bei 0,19 (IQR 0,1; 0,34); bei 
Patienten mit AKI im Stadium 1 bei 0,51 (IQR 0,38; 2,66); bei Patienten mit Stadium 2 und 3 
bei 1,24 (IQR 0,56; 3,00); und bei Patienten, die anschließend eine NET erhielten, bei 1,35 
(IQR 0,76; 3,39). Die NET wurde nach einem mittleren Zeitraum von 22,06 Stunden (SD 
14,8) nach der Biomarkeruntersuchung bzw. < 48 Stunden nach Aufnahme auf die 
Intensivstation begonnen (bei 5 Patienten aufgrund einer refraktären Hyperkaliämie, bei 1 
Patienten aufgrund einer schweren Azidose und bei 4 Patienten aufgrund einer Oligurie < 0,3 
ml/kg/h für > 24 Stunden). Die AUC für die Vorhersage einer AKI (alle Stadien) lag bei 0,85 
(95%-KI: 0,78; 0,93) bzw. für die Vorhersage einer AKI der Stadien 2 und 3 bei 0,85 (95%-
KI: 0,78; 0,92), für die frühzeitige Anwendung einer NET bei 0,83 und für die 28-Tage-
Mortalität bei 0,77 (95%-KI: 0,67; 0,80). 
 Durch die Hinzunahme der Biomarker zur etablierten perioperativen Risikofaktorem 
verbesserte sich  die AKI-Prädiktion signifikant : die AUC vergrößerte sich von 0,72 (95%-
KI: 0,62; 0,81) auf 0,88 (0,82; 0,94), p < 0,001, und die AUC für eine AKI der Stadien 2 und 
3 von 0,81 (0,70; 0,90) auf 0,87 (0,79; 0,95), p < 0,001. 
Durch die Kombination des (TIMP-2)*(IGFBP7)-Tests mit den postoperativen klinischen  
Nierenstressoren wurde die prädiktive Aussagekraft im Hinblick auf eine AKI signifikant 
verbessert (p < 0,001); die AUC vergrößerte sich von 0,81 (95%-KI: 0,73; 0,90) auf 0,89 
(95%-KI: 0,83; 0,96). Die AUC für eine AKI der Stadien 2 und 3 betrug 0,87 (95%-KI: 0,78; 
0,96) und vergrößerte sich auf 0,89 (95%-KI: 0,81; 0,97), p = 0,002. Der gleiche Effekt wurde 
für die NET-Anwendung beobachtet, wobei sich die AUC von 0,85 (0,69; 1,00) auf 0,86 
(0,73; 0,99) vergrößerte (p = 0,035).  
 
In unserer Studie wurde die prognostische Aussagekraft der tubulären Zellzyklusarrest-Urin-
Biomarker (TIMP-2)*(IGFBP7) bei Patienten mit einem hohen AKI-Risiko (mit mindestens 
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einem zusätzlichen Risikofaktor gemäß KDIGO-Empfehlungen
 
[23]) nach großen operativen 
Eingriffen evaluiert. Es ist die erste Studie, die eine sehr frühe Anwendung dieser neuartigen 
Biomarker in der Kohorte von nicht-kardiochirurgischen Patienten untersucht.  
Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass: 
1.) Neben einer guten Vorhersehbarkeit von mäßigen und schweren AKI – wie sie in der 
Validierungsstudie gezeigt wurde – können alle AKI-Stadien (mit und ohne Stadium 1) unter 
Verwendung eines vorgegebenen Grenzwerts von 0,3 vorhergesagt werden. 
Erwartungsgemäß waren die höhere (TIMP-2)*(IGFBP7)-Werte mit einem erhöhten Grad der 
akuten Nierenschädigung verbunden, mit höchsten Werten für Patienten, die eine NET 
benötigten. Dieser Zusammenhang ist von zentraler Bedeutung und zeigt, dass der 
Schweregrad der funktionellen Beeinträchtigung in weiterem Verlauf mit dem Ausmaß der 
frühen zellulären Schädigung assoziiert ist.  
2.) Im Vergleich zur Validierungs-Studie, bei der Biomarkermessungen in den ersten 18 
Stunden nach Aufnahme auf die Intensivstation durchgeführt wurden, erfolgte die 
Risikostratifizierung in unserer Studie zu einem sehr frühen postoperativen Zeitpunkt 
(durchschnittlich nach 4 Stunden). Diese Ergebnisse zeigen die schnelle Reaktionszeit des 
Tests, die frühzeitige Risikostratifizierung in der Zukunft ermöglichen kann.  
3.) Im multivariaten Modell mit perioperativen Risikofaktoren und bettseitigen klinischen 
Parametern war der (TIMP-2)*(IGFBP7)-Test stärkster Prädiktor und verbesserte signifikant 
die Früherkennung von postoperativen Risiko-Patienten.. Etablierte perioperative 
Risikofaktoren wie Alter, Kreatininwert bei der Aufnahme und der Krankheitsschweregrad 
wurden zusammen mit klinischen Stressoren (Diurese, Hämoglobinwert, mittlerer arterieller 
Druck, Flüssigkeitshaushalt und Bedarf von Vasopressoren) evaluiert. Alle diese  Parameter 
sind mit erhöhtem Risiko einer AKI assoziiert [24-28]. Addierung des  (TIMP-2)*(IGFBP7)-
Tests  in die beide Modelle verbesserte die AKI-Früherkennung signifikant. Darüber hinaus 
war in beiden klinischen Modellen die AUC  der zellulären Biomarker allein größer als für die  
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etablierte Risikofaktoren (0,85 für Biomarker allein vs. 0,72 für perioperative und 0,81 für 
bettseitige klinische Parametern).  
4.) Ein anhaltender Zellzyklusarrest früh postoperativ könnte mit hoher Wahrscheinlichkeit 
mit schlechterem Outcome verbunden sein. Die Hinzunahme des (TIMP-2)*(IGFBP7)-Tests  
zur Beurteilung des Risikos der 28-Tage-Mortalität zeigte den Trend zur verbesserten 
Vorhersagekraft in beiden Modellen (AUC-Verbesserung von 0,76 auf 0,81 bzw. von 0,80 auf 
0,83). Allerdings war dieser Zusammenhang statistisch nicht signifikant. Der Medianwert des 
(TIMP-2)*(IGFBP7)-Tests war bei Patienten, die innerhalb von 28 Tagen nach der Operation 
verstarben, niedriger als der Medianwert von Patienten, die eine AKI der Stadien 2-3 
entwickelten oder eine NET erhielten. Diese Daten unterstreichen die Tatsache, dass der 
(TIMP-2)*(IGFBP7)-Test primär der Bewertung des AKI-Risikos dient. Allerdings 
unterstützen diese Ergebnisse aktuelle Daten, die nahelegen, dass ein asymptomatischer Stress 
oder Schädigung auf zellulärer Ebene, das Risiko für postoperative Frühmortalität erhöhen 
könnte. [29]. 
Zum Schluss, interessanterweise standen in der Subgruppe der Patienten mit großen 
Leberoperationen relativ hohe Medianwerte der Biomarker für eine zelluläre Schädigung nur 
einem einzigen nachfolgenden Fall einer AKI innerhalb von 48 Stunden nach der Operation 
gegenüber. Die Einhaltung eines niedrigen zentral venösen Druckes (ZVD) durch restriktiven 
Volumenersatz ist eine wirksame und standardisierte Methode zur Verringerung der 
intraoperativen Blutung in der Leberchirurgie [30]. Allerdings führt dieses Verfahren zur 
perioperativen Hypovolämie, die mit einem erhöhten Risiko einer postoperativen AKI 
verbunden sein kann [31]. Daher erhalten Patienten nach einer Leberresektion während der 
frühen postoperativen Phase eine höhere Flüssigkeitszufuhr, um den Flüssigkeitsstatus zu 
normalisieren und eine protrahierte perioperative Hypoperfusion der Organe zu verhindern. In 
unserer Studie wurde in der Subgruppe der Patienten nach Lebereingriffen (im Vergleich zu 
Patienten nach Tumoroperationen mit sehr ähnlichen Patientencharakteristiken) während der 
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ersten 24 postoperativen Stunden erwartungsgemäß eine unverhältnismäßig hohe positive 
Flüssigkeitsbilanz beobachtet (1419 vs. 939 ml/24 h). Dieser Aspekt könnte indirekt darauf 
hinweisen, dass die frühzeitige Korrektur einer Hypovolämie den frühen Zellzyklusarrest 
umkehren und die Entwicklung einer AKI verhindern kann.  
 
Unsere Studie weist mehrere Einschränkungen auf. Es handelt sich um eine monozentrische 
Studie, auch wenn wir unserer Meinung nach eine repräsentative Kohorte nicht-
kardiochirurgischer postoperativer Intensivpatienten untersucht haben. Unsere Ergebnisse 
beinhalten hohe Raten einer AKI (> 42 %) bzw. einer NET-Anwendung (> 10%). Die hohe 
AKI-Inzidenz – welche die prädiktive Leistung von Biomarkern beeinflussen kann – ist auf 
das Studiendesign zurückzuführen, nachdem nur Patienten mit einem hohen Risiko für AKI 
eingeschlossen wurden. Die (TIMP-2)*(IGFBP7)-Biomarker, ähnlich zu anderen zellulären 
Marker mit höher Sensitivität und niedriger Spezifität, wie z.B. Troponin, zeigen bessere 
prädiktive Werte für Patienten mit entsprechenden klinischen Symptomen und 
Risikofaktoren, hingegen haben positive Testergebnisse wenig Aussagekraft bei Patienten, die 
asymptomatisch und ohne Risiko sind [32].  Zudem wurde in einer weiteren aktuellen Studie 
eine sehr ähnliche Inzidenz der postoperativen AKI von 39% in einer Kohorte von 50.314 
Patienten nach großen operativen Eingriffen festgestellt [33]. Schließlich haben wir bei den 
Patienten mit mittels (TIMP-2)*(IGFBP7)-Test nachgewiesenen zellulären Schädigungen die 
langfristigen Behandlungsergebnisse (> 28 Tage) nicht untersucht. Diese Aspekte müssen in 
zukünftigen Studien erforscht werden.  
 
Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die tubuläre Stressmarker (TIMP-2)*(IGFBP7) 
die Früherkennung von jedweder AKI bei chirurgischen Hochrisikopatienten signifikant 
verbessert. Zusammen mit den bekannten Risikofaktoren und bettseitigen klinischen 
Stressoren unterstützt dieser Test die Kliniker bei einer präziseren Früherkennung von 
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Patienten, bei denen nierenprotektive Maßnahmen und ggf. eine Therapieerweiterung 
konsequent erfolgen sollten. Dieser Prozess könnte sehr früh nach der Operation eingeleitet 
werden, da die Biomarker sehr früh ansteigen, bevor die Schädigung stattfindet.  Insbesondere 
eine frühzeitige hämodynamische Optimierung, mit Korrektur der Hypovolämie und 
Vermeidung der Hypotonie, scheint bei chirurgischen Patienten das Risiko von 
Nierenfunktionsstörungen zu verringern [34]. Gleichzeitig könnten vermeidbare Auslöser der 
AKI, wie nephrotoxische Substanzen, frühzeitig dosisadaptiert oder vermieden werden. 
Aktuelle Daten zeigen, dass eine frühe nephrologische Konsultation zur Verbesserung der 
Prognose von AKI-Patienten führen kann [35,36]. So könnten in der Zukunft die Marker der 
tubulären Schädigung als frühzeitiger laborwert-basierter AKI-Alarm- bzw. Warnsystem 
fungieren. Ob eine frühzeitige und genauere Risikostratifizierung durch tubuläre Biomarker  
bessere Behandlungsergebnisse für AKI Patienten erbringen kann, muss in den zukünftigen 
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To assess the ability of the urinary biomarkers IGFBP7 (insulin-like growth factor-binding
protein 7) and TIMP-2 (tissue inhibitor of metalloproteinase 2) to early predict acute kidney
injury (AKI) in high-risk surgical patients.
Introduction
Postoperative AKI is associated with an increase in short and long-term mortality. Using
IGFBP7 and TIMP-2 for early detection of cellular kidney injury, thus allowing the early initia-
tion of renal protection measures, may represent a new concept of evaluating renal
function.
Methods
In this prospective study, urinary [TIMP-2]×[IGFBP7] was measured in surgical patients at
high risk for AKI. A predefined cut-off value of [TIMP-2]×[IGFBP7]>0.3 was used for as-
sessing diagnostic accuracy. Perioperative characteristics were evaluated, and ROC analy-
ses as well as logistic regression models of risk assessment were calculated with and
without a [TIMP-2]×[IGFBP7] test.
Results
107 patients were included in the study, of whom 45 (42%) developed AKI. The highest me-
dian values of biomarker were detected in septic, transplant and patients after hepatic sur-
gery (1.24 vs 0.45 vs 0.47 ng/l2/1000). The area under receiving operating characteristic
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curve (AUC) for the risk of any AKI was 0.85, for early use of RRT 0.83 and for 28-day mor-
tality 0.77. In a multivariable model with established perioperative risk factors, the [TIMP-
2]×[IGFBP7] test was the strongest predictor of AKI and significantly improved the risk as-
sessment (p<0.001).
Conclusions
Urinary [TIMP-2]×[IGFBP7] test sufficiently detect patients with risk of AKI after major non-
cardiac surgery. Due to its rapid responsiveness it extends the time frame for intervention to
prevent development of AKI.
Introduction
Postoperative acute kidney injury (AKI) is one of the most common postoperative complica-
tions and is associated with an increase in hospital mortality and decreased survival for up to
15 years after surgery [1–5]. The prognosis of patients with AKI is still poor, intervention for
prevention and therapy of AKI are currently only initiated in the late phase of already estab-
lished injury; therefore, benefits remain limited [6].
Using biomarkers for the early detection of cellular injury, thus allowing the early initiation
of renal protection measures, may represent a new concept of evaluating renal function in criti-
cally ill patients [7,8]. Combination of two novel urinary cell-cycle arrest biomarkers, i.e. the
insulin-like growth factor-binding protein 7 and the tissue inhibitor of metalloproteinase-2
([TIMP-2]×[IGFBP7] panel) was described and validated in two multicenter studies for predic-
tion of risk of moderate and severe AKI (AKI stage 2 and 3 according to KDIGO 2012 classifi-
cation) in critically ill patients. Both TIMP2 and IGFBP7 are markers of cellular stress in the
early phase of tubular cell injury caused by a wide variety of insults (inflammation, ischemia,
oxidative stress, drugs, and toxins) [9–12]. Therefore, both markers are involved in the process
of G1 cell-cycle arrest that prevents cells from dividing in the case of damage to the DNA until
such damage can be repaired [13]. Importantly, both biomarkers appear as “alarm” proteins
for other nearby cells in a paracrine fashion [14,15]. These two biomarkers performed better in
prediction of AKI than NGAL (AUC 0.64), KIM-1 (AUC 0.69), IL-18 (AUC 0.76), L-FABP
(AUC 0.66), or Cystatin C (AUC 0.63) [16,17]. In cardiac surgery patients act [TIMP-
2]×[IGFBP7] as a sensitive predictor of AKI and may help to predict renal recovery after AKI
using cutoff of 0.5 [18].
The aim of the current study was to evaluate, how the biomarker would perform in non-car-
diac surgical patients, if assessed in very early phase after surgery by using a validated cutoff
of> 0.3. Moreover, we investigated the performance of the [TIMP-2]×[IGFBP7] test across
different severities of AKI (including or excluding stage 1). In addition to perioperative risk fac-
tors, we assessed the risk stratification in conjunction with bedside clinical parameters at the
time of biomarker assessment. Finally we tested the relation between early cell cycle arrest in
the kidney and outcome in surgical patients.
Methods
Patients
120 patients were evaluated between May 2013 and November 2013 in the multidisciplinary
surgical ICU of a tertiary care university hospital; 13 patients were excluded because they had
TIMP-2 and IGFBP7 after Major Surgery
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already developed AKI before biomarker assessment (based on an increase in SCr>0.3 after
surgery) (Fig. 1). The study was approved by the local Institutional Review Board (Ethics Com-
mittee, University of Regensburg, no. 13-101-0191). Written consent was obtained from all pa-
tients or from their next of kin. All patients over the age of 18 years, who had received major
non-cardiac surgery, were transported to the ICU immediately after the completion of surgery.
Additionally, the patients had at least one risk factor for AKI, such as trauma, sepsis, critical
Fig 1. Study design and flow diagram. 1 High Risk for AKI—major surgery and one additional risk factor—critical illness, sepsis, major trauma, chronic
renal disease or use of radiocontrast agent.2 AKI was defined according to KDIGO 2012 criteria by creatinine increase of> 0.3 after surgery.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.g001
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illness, chronic renal disease, and use of an intravenous radiocontrast agent and were thus eligi-
ble for inclusion into the study. Critical illness was defined as requirement of inotropic support
or mechanical ventilation at the time of admission to the ICU. Patients were excluded if they
had end-stage renal disease or developed AKI during the period of time until biomarker
assessment.
Measurements
Urine samples for biomarker assessment were taken from the urinary catheter of eligible patients
soon after the transfer from the operating theatre to the ICU. The level of [TIMP-2]×[IGFBP7]
was measured by means of the immunoassay method integrated in the Astute 140 Meter Kit (As-
tute Medical Inc., San Diego, CA, USA). All values for [TIMP-2]×[IGFBP7] are reported in units
of (ng/mL)2 /1000. In accordance with the validation study, the cut-off of [TIMP-2]×[IGFBP7]
>0.3 was used for predicting AKI [16]. The incidence and severity of AKI based on SCr, UO, and
provision of RRT were assessed over the first 48 h after admission. SCr was measured before sur-
gery, at admission to the ICU, and then daily during the ICU stay. UO was assessed hourly dur-
ing the first 48 h. In addition, we recorded different variables, such as type of surgery or diagnosis
at admission, the Simplified Acute Physiology Score II (SAPS-II) at admission, age, sex, weight
(kg), height (m), creatinine level and norepinephrine dosage (μg/ kg/min) at ICU admission,
mean arterial pressure (MAP), hemoglobin level (g/dL), cumulative fluid balance (mL/24 h), and
urine production (mL/kg/h) at the time of biomarker assessment.
Statistical methods
Continuous variables are presented as a mean (standard deviation [SD]), and categorical data
as frequency counts (percentages). [TIMP-2]×[IGFBP7] values are presented as median values
(interquartile ranges [IQR]) and as range because of the skewed distribution of the data. Con-
tinuous variables were compared by the Student's t test or the Mann-Whitney U test, depend-
ing on the distribution of the observed data. Receiver-operating characteristic (ROC) analyses
were conducted to differentiate between patient groups ((all stages of AKI [yes/no], moderate
or severe AKI [yes/no], RRT [yes/no], and ICU mortality [yes/no]), and the optimal cutoff was
estimated according to the Youden Index. Estimates for the area under the curve (AUC) with
the corresponding 95% confidence interval (CI) were reported as well as sensitivity and speci-
ficity. Multivariable logistic regression models were calculated by means of odds ratios (OR’s)
and corresponding 95% CI’s to assess the predictive ability of [TIMP-2]×[IGFBP7] for AKI de-
velopment, for use of RRT and for 28-day mortality. To compare the fit of two nested models,
we calculated AUCs of the predicted probabilities and conducted a likelihood-ratio test. A
value of P0.05 was considered to indicate statistical significance. All analyses were done with
IBM SPSS Statistics 21.0.0.1 and R (version 3.0.2).
Results
Baseline and clinical characteristics; ROC analysis
The baseline characteristics of the patients are shown in Table 1. The mean time between ad-
mission to the ICU and biomarker assessment was 245 minutes (SD 152). 45 (42%) patients de-
veloped AKI in the first 48 h of their ICU stay, 24 (22%) patients had moderate and severe AKI
(stage 2 and 3), and 10 (9%) patients required RRT within the first 48 h after admission. 8 (8%)
patients died in the ICU and 10 (9.3%) patients within the first 28 days after surgery. In the
hepatobiliary subgroups of patients 1 of 12 developed AKI, 6 of 14 transplant patients, 4 of 13
cancer patients, 16 of 33 after vascular surgery, 9 of 21 major trauma patients and 8 of 10 septic
TIMP-2 and IGFBP7 after Major Surgery
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patients (Table 2). The median value of [TIMP-2]×[IGFBP7] in patients without AKI was 0.19
(IQR 0.1, 0.34); in patients with AKI stage 1: 0.51 (IQR 0.38, 2.66); 1.24 (IQR 0.56, 3.00) in pa-
tients with stage 2 and 3; and 1.35 (IQR 0.76, 3.39) in patients who subsequently received RRT.
The RRT was started in the meantime of 22.06 hours (SD 14.8) after biomarker assessment
and< 48 hours after ICU admission (in 5 patients due to refractory hyperkalemia, in 1 patient
due to severe acidosis and in 4 patients due to oliguria< 0.3 ml/kg/h for> 24hours). The AUC
for predicting AKI (all stages) was 0.85 (95% CI 0.78, 0.93) and 0.85 (95% CI 0.78, 0.92) for
predicting AKI stage 2 and 3, 0.83 for the early use of RRT and 0.77 for 28-day mortality (95%
CI 0.67, 0.80) (Fig. 2).
Bedside perioperative characteristics and postoperative clinical
variables with and without the [TIMP-2]×[IGFBP7] test
Table 3 shows the performance of the [TIMP-2]×[IGFBP7] test in combination with estab-
lished perioperative risk factors for AKI, such as age, severity of illness score SAPS II, and
Table 1. Patient characteristics (n = 107).
Baseline characteristics Mean (SD)
Age (years) 60.03 (14.78)
BMI (kg/m2) 27.45 (5.64)
Weight (kg) 81.49 (18.26)
SAPS II 22.13 (9.63)
ICU (days) 9.50 (14.05)
Chronic kidney disease 18 (15%)
Creatinine at admission ICU 1.13 (0.60)
AKI 45 (42%)
AKI stage 2 and 3 24 (22%)
RRT <48 hours after
admission
10 (9%)





(IGFBP-7)*(TIMP-2) values (Median (IQR),
min-max)
Hepatobiliary 12 (11%) 0.46 (0.30, 0.78), 0.22–1.78
Transplant 14 (13%) 0.45 (0.15, 1.50), 0.04–4.18
Cancer 13 (12%) 0.22 (0.11, 1.99), 0.02–9.50
Vascular 33 (31%) 0.27 (0.13, 0.36), 0.02–0.87
Severe Trauma 21 (20%) 0.38 (0.11, 1.27), 0.04–9.59
Sepsis 10 (9%) 1.24 (0.29, 2.83), 0.08–5.91
Other 4 (4%)
(IGFBP-7)*(TIMP-2) values Median (IQR), min-max
Ø AKI 0.19 (0.10, 0.34), 0.02–1.79
AKI Stage 1 0.51 (0.29,2.29), 0.04–9.50
AKI Stage 2 and 3 1.24 (0.56, 3.00), 0.32–9.59
RRT <48 hours after
admission
1.35 (0.76, 3.39), 0.44–4.18
BMI, body mass index; SAPS II, Simpliﬁed Acute Physiology Score II; ICU, intensive care unit; AKI, acute
kidney injury; RRT, renal replacement therapy; SD, standard deviation; IGFBP7, insulin-like growth factor-
binding protein 7; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.t001
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creatinine level at ICU admission. Addition of biomarkers significantly improved the risk as-
sessment of AKI; AUC increased from 0.72 (95% CI 0.62, 0.81) to 0.88 (0.82, 0.94), p<0.001,
and AKI Stage 2 and 3 AUC 0.81 (0.70, 0.90) improved to 0.87 (0.79, 0.95), p<0.001.
Table 4 shows a multivariable logistic regression model with bedside postoperative parame-
ters at the time of biomarker assessment alone and by adding the [TIMP-2]×[IGFBP7] test for
predicting any AKI, AKI Stage 2 and 3, and the early use of RRT. By adding the [TIMP-
2]×[IGFBP7] test to the postoperative clinical factors, the predictive power for AKI significant-
ly improved (P<0.001); AUC 0.81 (95% CI 0.73, 0.90) increased to 0.89 (95% CI 0.83, 0.96).
Values for AKI Stage 2 and 3 were AUC 0.87 (95% CI 0.78. 0.96) increasing to 0.89 (95% CI
0.81, 0.97), p = 0.002. The same effect was observed for the use of RRT, for which AUC 0.85
(0.69, 1.00) increased to AUC 0.86 (0.73, 0.99) (P = 0.035).
Discussion
Our study evaluated the use of the novel urinary cell-cycle arrest biomarkers [TIMP-
2]×[IGFBP7] in patients with a high risk of AKI (at least one additional risk factor according to
the KDIGO recommendation [19]) after major non-cardiac surgery.
The mean findings of our study were: 1) In addition to good prediction for moderate and se-
vere AKI, as showed in the validation study, we found that any AKI (including and excluding
stage 1) can be predicted in non-cardiac surgery patients with a predefined cutoff of 0.3. 2)
Compared to the Sapphire study16, in which biomarkers were tested up to 12 hours after ad-
mission, risk stratification in our study occurred very early after surgery within the mean time
of 245 minutes. These results illustrate the rapid responsiveness of the test. 3) In the multivari-
able model with perioperative risk factors and bedside clinical parameters, [TIMP-
2]×[IGFBP7] test was the strongest predictor and significantly improved the detection of surgi-
cal patients with an increased risk of AKI. 4) Early cell cycle arrest after surgery may be associ-
ated with adverse outcome. 5) Patients after hepatic surgery showed increased median values
of biomarkers, and only one patient developed AKI within 48 hours after surgery. These find-
ings suggest that the early correction of hypovolemia, which is routinely performed postopera-
tively in this group of patients, may reverse cell cycle arrest and prevent the development of
AKI.
In the present study, higher median values of [TIMP-2]×[IGFBP7] after admission were as-
sociated with an increased degree of renal injury within 48 hours after surgery. Patients with
AKI stage 1 had the lowest median values, and patients requiring RRT had the highest median
[TIMP-2]×[IGFBP7] test results. This association was crucial and showed that the degree of
Table 2. Baseline characteristics of the study subgroups.
Hepatic (n = 12) Transplant (n = 14) Cancer (n = 13) Vascular (n = 33) Trauma (n = 21) Sepsis (n = 10)
Age 61.75 (SD 15.33) 54.50 (SD 11.31) 59.23 (SD 12.58) 64.55 (SD 9.42) 54.71 (SD 23.13) 64.30 (SD 9.66)
AKI yes 1 (8%) 6 (43%) 4 (31%) 16 (49%) 9 (43%) 8 (80%)
[TIMP2xIGFBP7]>0.3 9 (75%) 8 (57%) 5 (39%) 14 (42%) 13 (62%) 8 (80%)
SAPS II 15.58 (SD 8.68) 20.14 (SD 9.17) 18.90 (SD 4.83) 23.94 (SD 9.52) 23.71 (SD 8.14) 31.80 (SD 9.67)
Fluid balance (ml) 1419 (SD 1170) 1121 (SD 902) 939 (SD 1122) 1845 (SD 1265) 1518 (SD 1572) 2942 (SD 2698)
MAP (mmHg) 77.61 (SD 12.36) 81.32 (SD 11.82) 77.61 (SD 10.74) 78.61 (SD 8.09) 77.11 (SD 11.71) 76.99 (SD 5.09)
Hemoglobin (g/dl) 10.97 (SD 1.82) 9.57 (SD 1.52) 10.01 (SD 2.17) 9.80 (SD 1.60) 9.01 (SD 1.17) 9.14 (SD 1.38)
Urine Output (ml/kg/h) 1.28 (SD 0.64) 1.29 (SD 0.89) 1.47 (SD 0.72) 1.31 (SD 0.62) 1.68 (SD 0.84) 1.05 (SD 0.73)
Data are mean (SD) or n (%). Fluid 24 = Fluid balance in the ﬁrst 24 hours after ICU admission; MAP = mean "mean arterial pressure" over the ﬁrst 24
hours; Hemoglobin = mean hemoglobin level in the ﬁrst 24 hours; Urine output = mean urine output ml/kg/h in ﬁrst 24 hours.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.t002
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early cellular damage was associated with the severity of the functional defect occurring at a
later stage.
Our results provide a new perspective on the performance of biomarkers in combination
with perioperative parameters. Established risk factors for AKI are severity of the illness score,
creatinine at admission, and age. In addition, we tested for the first time clinical parameters
that help clinicians identify high-risk patients in the daily routine and that are associated with
increased incidence or severity of AKI (urine output, hemoglobin level, mean arterial pressure,
fluid balance, and use of vasopressors) [20–24]. In both models, use of the [TIMP-
2]×[IGFBP7] test significantly improved AKI prediction. Moreover, the AUC for predicting
AKI with urinary biomarker alone was higher than the prediction with perioperative risk fac-
tors in both clinical models (0.85 for biomarker alone vs. 0.72 for perioperative and 0.81 for
Fig 2. Area under the curve (AUC) and the best cut-offs for predicting AKI, AKI Stage 2 and 3, early use of RRT and 28-daysmortality.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.g002
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Table 3. Multivariable logistic regression model of perioperative parameters at the time of biomarker assessment with and without the (TIMP-2)*
(IGFBP7) for risk assessment of AKI, AKI Stage 2 and 3, RRT and 28-daymortality.
AKI RRT 28 days mortality AKI 2, 3














































AUC (95%-CI) 0.881 (0.817, 0.944) 0.893 (0.817, 0.969) 0.825 (0.710, 0.940) 0.868 (0.793, 0.944)
AUC (95%-CI) without (IGFBP7) * (TIMP-
2) level
0.715 (0.617, 0.813) 0.843 (0.731, 0.956) 0.799 (0.661, 0.937) 0.805 (0.709, 0.902)
p-value* <0.001 0.067 0.279 <0.001
*Likelihood-ratio test (comparing the ﬁt of both models)
AKI, acute kidney injury; RRT, renal replacement therapy; IGFBP7, insulin-like growth factor-binding protein 7; TIMP-2, tissue inhibitor of
metalloproteinase;
MAP, mean arterial pressure; AUC, area under the curve; CI, coincidence interval; OR, odds ratio.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.t003
Table 4. Multivariable logistic regression model of bedside postoperative parameters at the time of biomarker assessment with and without the
(TIMP-2)*(IGFBP7) for risk assessment of AKI, use of RRT, 28-daysmortality and AKI 2,3.
AKI RRT 28 days mortality AKI stage 2, 3






























































AUC (95%-CI) 0.892 (0.829, 0.956) 0.858 (0.729, 0.986) 0.810 (0.693, 0.927) 0.892 (0.812, 0.973)
AUC (95%-CI) without (IGFBP7) * (TIMP-2)
level
0.811 (0.725, 0.897) 0.847 (0.694, 1.000) 0.754 (0.571, 0.936) 0.868 (0.775, 0.962)
p-value* <0.001 0.035 0.167 0.002
*Likelihood-ratio test (comparing the ﬁt of both models)
AKI, acute kidney injury; RRT, renal replacement therapy; IGFBP7, insulin-like growth factor-binding protein 7; TIMP-2, tissue inhibitor of
metalloproteinase; MAP, mean arterial pressure, AUC, area under the curve; CI, coincidence interval; OR, odds ratio.
doi:10.1371/journal.pone.0120863.t004
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bedside postoperative factors). Our results showed that the [TIMP-2]×[IGFBP7] test was the
strongest predictor of AKI. Use of these biomarkers alone or in combination with established
perioperative risk factors markedly improved early risk assessment.
The addition of the [TIMP-2]×[IGFBP7] test to clinical models for assessing the risk of
28-days mortality improved prediction in both models (AUC from 0.76 to 0.81 and from 0.80
to 0.83 respectively). However, this association was statistically not significant. The median
value of the [TIMP-2]×[IGFBP7] test for patients dying within 28 days after surgery was lower
than the median value for patients developing AKI stage 2–3 and for patients receiving RRT.
This finding highlights the fact that the [TIMP-2]×[IGFBP7] test is primarily an AKI risk as-
sessment tool. However, these findings support recent data suggesting that early cell cycle risk
arrest in the kidneys may be associated with adverse outcome [25].
Interestingly, in the subgroup of patients after major hepatic surgery, relatively high median
values of biomarkers of cellular injury contrasted with only one consecutive case of AKI within
48 hours after surgery. Application of a low CVP strategy is an effective and recommended
method to reduce blood loss during liver surgery [26]. However, restrictive volume anesthesia
is associated with an increased risk of acute renal failure in a postoperative setting [27]. There-
fore, patients after liver resection are given higher amount of fluids in the early postoperative
period to prevent prolonged perioperative hypoperfusion. In our study, the hepatic surgery
subgroup had an unproportionally high mean positive fluid balance within first 24 hours post-
operatively if compared to patients after cancer surgery with very similar baseline characteris-
tics (1419 vs. 939 ml/24h). This fact may indirectly indicate that the early correction of
hypovolemia may reverse early cell cycle arrest and prevent development of AKI.
Our study has several limitations. We conducted the study in one single surgical ICU. How-
ever, we believe that we examined a representative cohort of non-cardiac surgical patients. Our
results showed higher rates of AKI (>42%) as well as early use of RRT (>10%). The high inci-
dence of AKI − that may influence the predictive performance of biomarkers − was due to the
study design that only included patients with a high risk of AKI. The previous two multicenter
studies, however, have shown the ability of the [TIMP-2]×[IGFBP7] test to provide risk stratifi-
cation for moderate and severe AKI in over 1100 critically ill patients with a prevalence of AKI,
which was similar to that described in other literature reports. Moreover, another recent study
has shown a very similar incidence of postoperative AKI of 39% in the cohort of 50 314 patients
after major surgery [28]. Finally, we did not evaluate the long-term outcome (>28 days) in pa-
tients with cellular injury detected with [TIMP-2]×[IGFBP7] test. These issues need to be in-
vestigated in future studies.
In summary, we showed that the [TIMP-2]×[IGFBP7] test significantly improves the early
prediction of any type of AKI in high-risk surgical patients. Due to its rapid responsiveness, the
test extends the therapeutic window for renal protection measurements or future therapeutic
interventions to prevent the development of AKI. Together with the known risk factors and
bedside clinical parameters, this test helps clinicians more accurately identify patients who
should consequently receive renal protective measures and escalation of care. Particularly post-
operative hemodynamic optimization seems to decrease the risk of renal impairment in surgi-
cal patients [29]. This process could be started very early after surgery in patients with cellular
stress diagnosed by means of urinary biomarkers. Future studies are required to determine
whether early and more accurate risk stratification is consistently associated with better out-
come for surgical patients with AKI.
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